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論文の内容の要旨
　これまでに報告されているキンギョソウの形質転換系は，いずれも形質転換率が低く，また培養過程が煩雑で，
多くの労力と長期問を要した。そのため，形質転換による遺伝子機能の解析や育種への利用が困難であった。本
研究では，毛状根および胚軸から高い効率で植物体を再分化する培養系を確立した後，短期問で安定したキンギョ
ソウの形質転換体系を作出する方法を確立した。
　まず，κo／型MATベクターを用い，毛状根の誘導とこれからの植物体再分化を試みた。70／型MATベクターは，
二個の脱離因子（Rs侭）の間に植物ホルモンの合成に関与する遺伝子（γo／）を含むカセットを持つことから，植
物ホルモンと選抜用の薬剤を含まない培地で毛状根を誘導し，これから植物体を再分化できる。この過程でカセッ
トが離脱し，カセットの外側に挿入した目的遺伝子のみが残る優れた形質転換システムである。
　キンギョソウ2晶種の葉切片をMATベクターを持つA．τ舳ψ6ゴ伽に感染させ，毛状根を誘導した。これを1／
2MS培地で経代培養した結果，6～8週問後に大量のシュートが再分化した。7クローンの毛状根から再分化し
た正常形態を示す10個体のシュートに対してg〃8と70／遺伝子の存在をPCRで確認した結果，3クローンのシュー
トでκolB遺伝子が認められなかった。そこで，これらについてサザン分析を行った結果，これらの形質転換体は
挿入した遺伝子からカセット部分が離脱したものであることが確認された。これらを順化し，形態を観察した結
果，〆o／遺伝子の影響は除かれており，正常な種子が形成された。これらを播種して次代（T1）の植物を育て，MAT
ベクターカセットの外倒に挿入されていたg〃∫とカナマイシン抵抗性遺伝子の発現を確認した。以上の結果から
70／型MATベクターを用いることによりキンギョソウの形質転換が可能であることが明らかとなった。
　しかし，このMATベクターに花器官形成制御遺伝子を挿入して形質転換を行ったところ，カセットの離脱が起
こらず，701遺伝子の影響を除くことができなかった。この原因については今後に残された研究課題である。
　そこで，次に新しい形質転換系の確立を試みた。キンギョソウ6晶種の胚軸と茎切片を用い，数種の植物ホル
モンを組み合わせて試験した結果，MS＋NAA（O．25mg／1）十Zeatin（2．O狐g／l）の培地を用いることにより，すべ
ての品種の胚軸と茎切片で92～100％の高いシュート再分化率を得た。
　形質転換にはNPT■とμ∫あるいはgヵ遺伝子を持つ5種類のバイナリーベクターを用い3系統のλ．
τ舳ψ6ゴ8η∫により胚軸切片と共存培養を行った後，カナマイシンを含む選抜培地で培養した。その結果，培養4
週問後にシュートが再分化し，これらを発根培地で成長させた後，g鮒あるいは助遺伝子の発現を調べた。その
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結果，λ．r舳ψo伽∫系統GV2260とGV3101系統を感染させた切片から再分化したシュートにおいて1～1．5％の
率で導入遺伝子の発現がみられた。これらのシュートについてGUS染色とPCRによる導入遺伝子の確認を行った
ところ，すべての個体で遺伝子が導入されていることが確認された。以上の結果からGV2260とGV3101を用いる
ことにより，短期間で安定したキンギョソウの形質転換が可能となった。
　以上のように，本研究はこれまで困難であったキンギョソウの形質転換系を確立し，今後の形質転換による遺
伝子機能の解析と育種への応用に対する基盤を築いたものである。
審査の結果の要旨
　キンギョソウは，これまで形質転換のための効率的な培養系が無かった。本研究では，プo／型MATベクターに
よりキンギョソウの毛状根を誘導し，これから効率的に再分化植物体を得る方法を確立した。この時，MATベク
ターのカセット部分は一定の割合で形質転換体から除かれていた。しかし，MATベクターに花器官形成制御遺伝
子を挿入したところ，カセットの離脱は起こらず，7・o／遺伝子の影響を除くことができなかった。そこで，新たに
胚軸を用いて極めて効率のよい植物体再分化系を確立した。これを用いてλ．τ舳ψ庇伽により形質転換を試みた
結果，安定して形質転換体を作出できることを明らかにした。
　このように，本論文は，これまで困難であったキンギョソウの形質転換系を確立し，今後の形質転換による遺
伝子機能の解析と育種への応用に対する基盤を築いたものであり，著者が独立した農学研究者として優れた能力
を有していることを示したものである。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと．認める。
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